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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌(ESCC)の浸潤先端部においてEMT(上皮間質転換)様の形態変化を示す細胞が
存在し、それらがときにEMTのマーカーであるZEB1の発現とともにNotch1の核内発現 (ICN1) を示すことを明らかにし
た。この特定のパターンのICN1発現の有無は、ESCC症例の中長期予後と明らかに相関しており、さらに腫瘍の深達度、
脈管侵襲、リンパ節および遠隔転移の有無といたfactorとも相関が見られることが明らかになった。このICN1発現は化
学･放射線療法後のESCC標本や局所再発病変においてその陽性頻度が有意に増しており、腫瘍の予後不良や転移再発の
重要なマーカーとなり得ることを示した。

研究成果の概要（英文）：In invasive fronts of esophageal squamous cell carcinoma (ESCC), there are some 
tumor cells displaying EMT-like morphology, and they show not only ZEB1, an EMT marker, but also nuclear 
expression of Notch1 (ICN1). We demonstrated that a specific expression pattern of ICN1 correlates 
significantly with poorer prognosis of ESCC patients, and also associated with tumor depth, lymphatic and 
venous invasion, and lymph node and distant metastasis. The positive rate of this　ICN1 expression is 
significantly higher in ESCC samples from patients who have undergone chemoradiation therapy and local 
recurrence lesions, suggesting that it could be an important marker of bad prognosis, recurrence, and 
metastasis of ESCC.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
食道癌は周囲組織に浸潤しやすく、またリ

ンパ節転移も多く全体として予後不良な疾
患である。こと食道扁平上皮癌では、その組
織分化度に関わらず旺盛な浸潤・転移能を示
し、患者の生命予後と組織分化度はあまり相
関しないことが知られている。そのため組織
レベルでの予後予測因子を見出し、更にはそ
の浸潤・転移のメカニズムを明らかにするこ
とは、食道癌診療において大きな進歩をもた
らすと考えられる。 

Notch シグナル伝達系は、細胞間の連絡を
通じて分化･増殖を制御し、細胞の運命決定
に関与する。また腫瘍学の分野でも重要な役
割を果たすと考えられているが、その機能は
複雑で、ある細胞には癌遺伝子として働き、
またある細胞に対しては癌抑制遺伝子とし
て働くというふうに多様な機能を持つ。重層
扁平上皮の分化における Notch シグナルの
関与については皮膚においてよく研究され
ており、Notch1 はケラチノサイトの増殖を
抑制して最終分化の方向付けを行うのに中
心的な役割を果たしており、癌抑制遺伝子と
して働いていると考えられている。一方、同
様に重層扁平上皮を持つ食道におけるNotch
の働きは未だ不明なところが多く、明確なコ
ンセンサスが得られていないのが現状であ
る。 

 
２．研究の目的 
研究代表者らが以前行ったヒト食道癌組

織を用いた研究により、正常上皮のみならず
扁平上皮癌組織においてもその分化誘導に
Notch が関与していることが明らかになり、
さらにヒト食道上皮細胞 3次元培養を用いた
研究により、Notch の機能低下は上皮の分化
を阻害するのみならず細胞の浸潤性も著し
く増強することが明らかになったことから、
やはり食道癌においても Notch は癌抑制的
に働くと思われた。しかし一方で Notch1 の
免疫染色では、食道癌の浸潤先端部において、
特に浸潤細胞特有の紡錐形の形態変化すな
わ ち Epithelial-mesenchymal transition 
(EMT: 上皮間質移行) 様の変化を示す癌細
胞の核に Notch1 が染まる事象が少なからず
確認された。膜蛋白である Notch1 が核に発
現するということは活性化シグナルが入っ
たことを示唆しており、癌浸潤部における
Notch シグナルの活性化が癌細胞の EMT の
引き金となり、その浸潤性を促進している可
能性を示唆すると考えた。これは Notch が食
道扁平上皮癌において癌抑制遺伝子として
働くという見解に矛盾するものであり、この
矛盾の解明が、食道癌の浸潤・転移のメカニ
ズムを知るカギになり得ると考え、この現象
につき詳細に検討することとした。 

 
３．研究の方法 
 ヒト原発性食道扁平上皮癌切除標本215例、
術前放射線･化学療法施行後の食道扁平上皮

癌切除標本 12 例、さらに舌･口腔･咽頭喉頭
等の頭頚部扁平上皮癌切除標本17例につき、
それぞれHE染色切片による組織形態評価と、
2 種類の抗 Notch1 抗体と抗 ZEB1 抗体で免疫
染色を行った。2つの Notch1 抗体のうち 1つ
は Notch1 蛋白の C 末端をエピトープとする
抗体(abcam, ab27526)で、もう 1つは活性化
さ れ 切 離 さ れ た 細 胞 内 ド メ イ ン
(intracellular Notch1; ICN1)をエピトープ
とする抗体(cell signaling, Val 1744)を使
用した。それぞれの染色性、特に腫瘍細胞の
核における染色性を評価し、核染色のある細
胞の局在･配置を基にパターン分類を施し、
その後各症例の臨床データ（予後、clinical 
stage 等）と比較し、それぞれの関連性を統
計学的に検討した。 
 
４．研究成果 
 正常重層扁平上皮において、Notch1 の核染
色は主に基底層にみられたが、症例や部位に
よってその染色性はまちまちであった。しか
し上皮内腫瘍(intraepithelial neoplasia)
や上皮内癌(CIS)等の dysplasticな上皮にお
いてはその染色性は著明に上昇しており、特
に紡錘形又はよりいびつな形態の、脱分化傾
向を示す細胞において陽性を示すことが多
かった。 

図 1：正常食道上皮（左）および高異型度上
皮内腫瘍（右）における Notch1 核染色 
 
 浸潤癌においては、Notch1 核染色は大多数
の細胞で陰性であり、全く陽性所見の見られ
ない症例も多数みられたが(93/215 例)、陽性
を示す場合には主に以下の3つの染色パター
ンに大別されると思われた(図 2)。 
 
1. 主に浸潤先端部で、腫瘍胞巣と間質と

の境界部または細胞数個以下の小胞巣
内の腫瘍細胞、特に脱分化傾向を示す
細胞の核染色 

2. 表層病変(dysplasia 等)の基底細胞に
おける染色性に類似した、比較的規則
的に配列した紡錘形細胞の、一定領域
内での均一な染まり 

3. 胞巣の大きさ、形態、局在にかかわら
ず、腫瘍胞巣内でみられる不規則で
patchy な核染色 
 

 これら各パターンについて、核染色の有無
と症例予後を比較検討したところ、パターン
2,3 では有意な傾向は見られなかったが、パ
ターン1については陽性例の方が陰性例より 



有意に中長期予後が不良であるという結果
が得られた(図 3)。また、予後のみならず腫
瘍深達度(pT), リンパ節転移(pN), 遠隔転
移(pM), リンパ管侵襲(ly), 血管侵襲(v)と
いったfactorでも有意差を示した(p<0.05)。 

図 2：Notch1 核染色の 3パターン例 
 
 

図 3：パターン 1 核染色の有無による生存曲
線(p<0.005) 
 
 免疫染色に用いた 2 種類の Notch1 抗体の
比較では、ICN1 を選択的に認識する Val1744
抗体の方がよりコントラストの良い核染色
を示したが、ab27526 抗体の方でも核染色は
十分認識可能であり、両者に大きな違いは無
かった。 
 
このような核染色を示す細胞は形態的に

紡錘形ないし、よりいびつな形状をとること
が多いことは上述したが、Notch1 核染色をみ
る多くの部で、EMT マーカーである ZEB1 との
共発現が確認された(図 4)。これにより、浸
潤先端部における Notch1 の活性化が EMT の
トリガーとなり、それにより脱分化に傾いた
細胞群がより強い浸潤･転移能を示し、予後
の悪化に影響したものと考えられた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 4:Notch1 核染色と ZEB1 の共発現 
 
 

まとめ 
Notch1 はこれまで、食道扁平上皮癌につい

ては腫瘍抑制的に働くと考えられてきた。実
際我々が以前行った研究でも、Notch1 は腫瘍
細胞の分化誘導に働き、腫瘍細胞の脱分化や
浸潤性の獲得とは反対方向の作用をすると
思われた。しかし本研究により、進行食道扁
平上皮癌および頭頚部癌においても、癌浸潤
部の腫瘍胞巣において Notch1 の活性化を示
唆する核への発現が見いだされ、そしてこの
発現は ZEB1 の発現とも相関が見られること
から EMT との関連も深いと思われた。そして
この活性化は腫瘍の進行性･浸潤性の増強、
ひいては予後の悪さとも有意に相関してい
るため、浸潤局所での Notch1 の活性化が EMT
機転を介して腫瘍の浸潤･転移に寄与してい
ると考えられた。これはこれまでの Notch1
と食道癌の考え方に反するものであるが、こ
れまでの in vitro の実験結果では明らかに
ならなかった生体内局所での反応であり、今
後さらに検討を要する事象と思われた。同時
に、この Notch1 の局所での発現の有無は食
道扁平上皮癌の予後推定因子となり得ると
考え、今後の臨床応用についても模索してゆ
く。 
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